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Symulacja metabolizmu amodiaquine
z zastosowaniem systemu

Nr 0001 elektrochemicznego ROXY™ (Antec)

Amodiaquine (AQ) to zwigzek chemiczny
stosowany jako lek przeciwzapalny oraz
antymalaryczny w terapii malarii wywotanej
przez Plasmodium falciparum. Lek ten
zostat wycofany z rynku farmaceutycznego
w Stanach Zjednoczonych z powodu
swojej hepatotoksycznosci, jednak dalej
jest stosowany w krajach afrykanskich
w leczeniu malarii.

Amodiaquine jest metabolizowany
w organizmie cztowieka do reaktywnych
metabolitow, ktérych wykrycie in vivo jest
niemozliwe z powodu natychmiastowych
reakcji nastepczych, prowadzgcych
do powstania  stabilnych  produktéw.
Gtéwnym produktem metabolizmu
watrobowego amodiaquine jest
iminochinon, ktory ulega reakcji
N-dealkilacji. Kolejnym metabolitem jest
odpowiedni aldehyd, wykazujgcy znacznie
wiekszg trwatos¢. Wybrane metabolity oraz
odpowiednie szlaki metaboliczne dla
amodaquine przedstawiono na Rys. 1 oraz
opisano w Tabeli 1.

Amodiaquine wybrano jako modelowy lek
do badania metabolizmu oksydacyjnego
z zastosowaniem systemu elektro-
chemicznego ROXY™ (Antec).

w potlgczeniu z LC/MS-2020 (Shimadzu)

Pomysinie przeprowadzono elektro-
chemiczne utlenianie badanego zwigzku
uzyskujgc metabolity Fazy |, ktére

nastepnie poddano reakcji sprzegania
z glutationem (GSH). Powstate produkty
utleniania i sprzegania poddano analizie za
pomocag spektrometru masowego
LC/MS-2020 (Shimadzu).
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Rys. 1 Fragment szlaku metabolicznego amodiaquine

Tabela 1 Amodiaquine i wybrane metabolity

Masa
Zwiazek Wzoér monoizotopowa
[Da]
Amodiaquine C20H22CIN3O 355,1
Metabolit 1 Co0H20CIN3O 353,1
Metabolit 2 C18H16CIN3O 325,1
Metabolit 3 C16H11CIN2O2 298,1
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MATERIALY | METODY

Do symulacji metabolizmu zastosowano system
elektrochemiczny ROXY™ (Antec). System ten
wyposazony jest w potencjostat, cele

elektrochemiczng ReactorCell™, pompe
strzykawkowg oraz  niezbedne potgczenia.
Do  obstugi urzgdzenia zastosowano

oprogramowanie  Dialogue (Antec). Reakcje
prowadzono z zastosowaniem elektrody pracujgce;j,
wykonanej z wegla szklistego (GC, ang. Glassy
Carbon). Jako elektrode odniesienia zastosowano
elektrode Pd/H,, HyREF™ (Antec). Parametry
elektrochemicznego  utleniania  przedstawiono
w Tabeli 2.

Tabela 2 Parametry elektrochemicznego utleniania

Parametr Opis

Potencjostat ROXY™ (Antec)

Cela pomiarowa ReactorCell™ (Antec)
Elektroda pracujaca GC

Elektroda odniesienia HyREF™ (Antec)

Stosowany potencjat scan 0 — 2000 mV

20 mM mréwczan amonu

Elektrolit (pH 7,4), 50% acetonitryl

Roztwér amodiaquine o stezeniu 10 yM w 20 mM
mréwczanie amonu o pH 7,4 z dodatkiem 50%
acetonitrylu byt podawany z pompy strzykawkowej
z szybkoscig 10 pl/min. Jako detektor postuzyt
spektrometr masowy LC/MS-2020 (Shimadzu)
wyposazony w zrodio jonéw typu DUIS pracujgce w
trybie electrospray (ESI) rejestrujgc jony dodatnie.
Parametry rejestracji widm masowych
przedstawiono w Tabeli 3. Analize danych
pomiarowych przeprowadzono z zastosowaniem
oprogramowania LabSolutions (Shimadzu).

Tabela 3 Parametry rejestracji widm masowych

Parametr Opis

Spektrometr LC/MS-2020 (Shimadzu)
Zakres m/z 50 - 750

Jonizacja Dodatnia

DL Temperature 250°C

Heat Block 350°C

Nebulizer 1,0 I/min

Dry gas OFF

Detector Voltage Default (Tuning File)
Interface Voltage 4,5 kV

DL Voltage Default (0 V)

Qarray DC Voltage Default (0 V)

Symulacja metabolizmu Fazy |

10 uM roztwor amodiaquine w 20 mM mréwczanie
amonu o pH 7,4 z dodatkiem 50% acetonitrylu
ttoczono do celi elektrochemicznej ze stalg
szybkoscig przeptywu wynoszacg 10 pl/min,
za pomocg pompy strzykawkowej. Wylot celi zostat
bezposrednio potgczony on-line ze zrédiem jondw
spektrometru masowego, co umozliwito pomiar
widm masowych dla produktéw elektrochemicznego
utleniania dla réznych potencjatow. Potencjat
elektrody pracujgcej zwiekszano liniowo od 0 do
2000 mV zszybkosciag 10 mV/s, dzieki czemu
zarejestrowano odpowiednie woltamogramy
masowe. Catkowity czas analizy wyniost okoto 5
min. Schemat stosowanej aparatury przedstawiono
na Rys. 2.
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Rys. 2 Schemat aparatury do symulacji metabolizmu fazy |
(1 — pompa strzykawkowa, 2 — potencjostat, 3 —cela
elektrochemiczna, 4 — spektrometr masowy)

Symulacja metabolizmu fazy Il

Analogicznie jak dla symulacji metabolizmu Fazy |,
roztwor amodiaquine o statym stezeniu w buforze
mréwczanowo-amonowym (pH 7,4) zostat
wprowadzony do celi elektrochemicznej
z szybkoscig 10 pl/min. Powstate produkty
opuszczajgce cele elektrochemiczng byty mieszane
z roztworem glutationu o stezeniu 100 pM
w buforze mréwczanowo-amonowym. Pomiedzy
mieszalnikiem a  spektrometrem  masowym
umieszczono reaktor o objetosci 100 pl, uzyskujgc
opdéznienie  wynoszace 5 min.  Szybkos¢
wprowadzania  roztworu  glutationu  wynosita
10 pl/min.  Schemat stosowanej aparatury
przedstawiono na Rys. 3. Metabolity amodiaquine
przeznaczone do reakcji sprzegania z glutationem
zostaly wygenerowane stosujgc state potencjaty
wynoszace odpowiednio 400 mV dla metabolitu 1
oraz 1200 mV dla metabolitéw 2 i 3.
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Rys. 3 Schemat aparatury do symulacji metabolizmu Fazy I
(1 — pompa strzykawkowa, 2 — potencjostat, 3 —cela
elektrochemiczna, 4 — reaktor, 5 — spektrometr masowy)

Analiza LC-MS produktéw utleniania

Produkty utleniania elektrochemicznego
amodiaquine zostaty zebrane odpowiednio dla
400 mV i 1200 mV, a nastepnie rozciehnczone
10-krotnie przy pomocy 0,1% roztworu kwasu
trifluorooctowego w wodzie i poddane analizie
LC-MS. Stosowano system UHPLC Nexera
(Shimadzu) w pofgczeniu ze spektrometrem
masowym LC/MS-2020 (Shimadzu). Rozdziat
chromatograficzny przeprowadzono na kolumnie ze
ztozem typu PFP (ang. pentafluorophenyl)
(Phenomenex). Dokifadne parametry rozdziatu
chromatograficznego przedstawiono w Tabeli 4.
Spektrometr masowy pracowat w trybie SIM (ang.
Single lon Monitoring), zgodnie z parametrami
przedstawionymi w Tabeli 5.

Tabela 4 Parametry rozdziatlu chromatograficznego

Parametr Opis
System :
chromatograficzny Nexera (Shimadzu)
Detektor LC/MS-2020 (Shimadzu)
Kolumna ztoze 2,6 ym PFP 100 A

100 x 2,1 mm

Faza A: 2% ACN, 0,1% FA
Faza B: 80% ACN, 0,1% FA
5-100% fazy B w 20 min.
400 pl/min

Faza ruchoma

Gradient
Przeptyw

Tabela 5 Parametry pracy detektora podczas analizy LC-MS

Parametr Opis
Spektrometr LC/MS-2020 (Shimadzu)
Jonizacja Pozytywna
DL Temperature 300°C
Heat Block 400°C
Nebulizer 1,5 I/min
Dry gas 15 |/min
Detector Voltage 2 kv
Interface Voltage 4,5 kV
DL Voltage Default (0 V)

Qarray DC Voltage Default (0 V)

WYNIKI

Metabolizm Fazy |

W Tabeli 1 przedstawiono gtéwne metabolity
amodiaquine oraz ich masy monoizotopowe,
wykorzystane do interpretacji danych. Na Rys. 4
przedstawiono chromatogramy dla wybranych
wartosci m/z  odpowiadajgcych  jonom dla
amodiaquine (m/z 356) oraz metabolitéw (m/z 354,
326, 299). Na podstawie przedstawionych
woltamograméw masowych (patrz skala ponizej
Rys. 4) ustalono optymalne wartosci potencjatow
dla wybranych produktéow utleniania (400 mV dla
metabolitu 1 oraz 1200 mV dla metabolitéw 2 i 3).
Na Rys. 5 przedstawiono przyktadowe widma
masowe zarejestrowane dla potencjatow 400 mV
i 1200 mV oraz pomiar kontrolny przy wylgczonej
celi elektrochemicznej.
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Rys. 4 Woltamogramy masowe zarejestrowane podczas
elektrochemicznego utleniania amodiaquine

Chromatogramy dla wybranych jonéw o m/z 356
(amodiaquine) oraz 299 (metabolit 3), uzyskane
w wyniku analiz LC-MS, przedstawiono na Rys. 6.
Dla potencjatu 1200 mV widoczny jest sygnat
pochodzacy od metabolitu 3, a jednoczesnie
obserwuje sie spadek intensywnosci jonu
pochodzgcego od badanego leku (chromatogram
dla m/z 356). Przedstawiony eksperyment
potwierdza mozliwos¢ analizy LC-MS uzyskanych
produktéw utleniania elektrochemicznego. Na
uwage zastuguje fakt, iz analiza nietrwatych
produktéw utleniania (takich jak metabolity 1 i 2)
jest rowniez mozliwa, jak przedstawiono na Rys. 4.
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Rys. 5 Widma masowe — metabolizm Fazy |
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Rys. 6 Chromatogramy analiz LC-MS obrazujace powstanie
metabolitu 3 (m/z 299, rézowy chromatogram)

Metabolizm fazy Il

W celu potwierdzenia zachodzenia reakcji
sprzegania metabolitbw amodiaquine z glutationem
(GSH), zapisano widma masowe po zmieszaniu
produktéw utleniania dla 400 mV i 1200 mV
z roztworem GSH. Zarejestrowane widma masowe
przedstawiono na Rys. 7. Uzyskane wyniki
potwierdzajg zachodzenie reakcji sprzegania
z GSH dla metabolitéw 1i 2 (jony o m/z 661 i 633).
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Rys. 7 Widma masowe — metabolizm Fazy Il
WNIOSKI

Potaczenie systeméw ROXY™ (Antec) oraz
LC/MS-2020 (Shimadzu) (patrz Rys. 8) stwarza
zaawansowany system umozliwiajacy symulacje
metabolizmu (zaréwno Fazy |, jak i Fazy II) dla
narkotykow, lekow, herbicydoéw i innych zwigzkow
istotnych w zyciu czlowieka. Przeprowadzenie
analiz wymaga zaledwie kilku minut oraz umozliwia
dogtebng analize powstatych produktéw z zasto-
sowaniem chromatografii cieczowej w potgczeniu
ze spektrometrig mas.

I 1hePowerful Tool:
LCMS-2020, Shimadzu
+ ROXY™, Antec

Rys. 8 Potaczenie systeméw ROXY™ (Antec)
oraz LC/MS-2020 (Shimadzu)

Podzigkowania

Serdecznie dziekujemy firmie Antec, Holandia, za uzyczenie
aparatury, wsparcie techniczne oraz cenne uwagi odnosnie
uzytkowania systemu elektrochemicznego ROXY ™,
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